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(54) Bezeichnung: UROKINASE llEMMSTOFTTi , . ^ _ „ _ 

(57) Abstract: The invention relates to a highly active, highly specific urokinase inhibitor which is suitable for therapeutic appli- 
cations and can be synthesized in an extremely simple planner. Surprisingly, it was found that amidino benzylamine derivatives, 
especially 4-amidino-benzylamine, with two bonded amino acids represent a new group of highly active and very selective uPA 
inhibitors The urokinase ihibitors can be used in medical applications, e;g7 in the treaLtment of malign tumours such as in cases of 
metastatic spread. =' * ■ . • .V \ -s^^^ / ' 

(57) Zusammenfassung: Bs soli ein auch fur therapeutische Xriw^^ werden, der Urokinase 

mit hoher Aklivitat und Spezifitat hemmt und der mit m6glichst"geringem Syntheseauf^ ist. Uberraschend wurde 

gcfundcn, dass Derivate des Amidinobenzylamins, insbesondefe des 4-AiTudinS-benzy^^ gebundenen Aminosauren 

cine ncuc Gruppc von hochaktiven und schr sclektivcn uPA-Hcihmstoffen darstelleri. Die Urbkinase-HemmstofiFe werden fur mcdi- 
zinische Anwendungen, beispielsweise zur Behandlung von malignen Tunipren sowie der Metastasierung, eingesetzt. 
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Urokinase-Hemmstoffe 
Beschreibung 



Die Erfindung betrifft neue Hemmstoffe der Urokinase zur Behandlung 
von malignen Tumoren und der Metastasierung. 

Die Ausbreitung und Metastasierung solider Tumoren in umgebendem 
Gewebe wird durch ihre Fahigkeit, die extrazellulare Matrix in der 
Umgebung der Tumorzelle abzubauen bzw. die Basalmembran zu 
durchdringen, ermoglicht. In diesem Prozess kommt neben 
verschiedenen Matrixmetalloproteinasen und Cathepsinen vor allem dem 
Plasminogenaktivator Urokinase (uPA) eine zentrale Bedeutung zu (P. 
Mignatti und D.B. Rifkin, Physiol. Rev. 73, 161-195, 1993). So bewirkt 
uPA die Aktivienmg von Plasminogen; das entstehende Plasmin kann die 
Komponenten der extrazellularen Matrix (Fibrin, Fibronektin, Laminin, 
Proteoglykane u.a.) abbauen sowie Metalloproteasen imd pro-Urokinase 
zu uPA aktivieren (U. Reuning et al.. Int. J. Oncol. 13, 893-906, 1998). 
Sowohl pro-Urokinase als auch uPA binden an den uPA-Rezeptor 
(uPAR), einen an der Zelloberflache lokalisierten, spezifischen Rezeptor. 
Dadurch wird eine Verstarkung und Fokussierung der Aktivitat von uPA 
und damit der Plasminogenaktivierung in der direkten Umgebung der 
Tumorzelle erreicht. Sowohl in zellbiologischen Studien als auch in 
Tiermodellen konnte die Bedeutung dieses zellassoziierten 
Plasminogenaktivator-Systems fur Tumorwachstum und -ausbreitung 
gezeigt werden. So wird das invasive Potential von Tumoizellen bei 
Hemmung der enzymatischen Aktivitat von uPA durch die natiirlicheh 
Inhibitoren PAI-1 und PAI-2 herabgesetzt (J.-F. Cajot et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 87, 6939-6943, 1990; M. Baker et al.. Cancer Res. 50, 
4876-4684, 1990). In Hiihnerembryos konnte durch Zugabe von 
Antikoipem gegen uPA die durch menschliche Kaizinomzellen 
verursachte Bildung von Lungenmetastasen fast vollstandig verhindert 
werden (L. Ossowski et al.. Cell 35, 61 1-6 1 9, 1 983). 
Die Faktoren des Plasminogenaktivator-Systems (uPA, uPAR, PAl-1 
und PAI-2) sind in den letzten Jahren in Hinsicht ihrer klinischen 
Relevanz fur die Prognose von Patienten mit soliden malignen Tumoren 
intensiv untersucht worden. Insbesondere der Gehalt von uPA im 
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Gewebe verschiedener Tumoren erwdes sich als ein Prognosefaktor. So 
haben Patienten mit hohem uPA-Spiegel eine schlechtere Prognose als 
solche mit niedriger nPA-Konzentration im Tumor (M. Schmitt et aL, 
Thromb. Haemost. 78, 285-296, 1997; R.W. Stephens et al., Breast 
5 Cancer Res. Treat 52, 99-111, 1998). Auch eine erhohte 
Konzentrationen an uPAR im Timiorgewebe korreliert mit einer 
schlechten Prognose (H. Pedersen et al.. Cancer Res. 54, 4671-4675, 
1994; C. Duggan et al., Int. J. Cancer 61, 597-600, 1995). 
Aus den Befunden zum prognostischen Wert des uPA- und uPAR- 

10 Gehaltes im Tumorgewebe kann angenommen werden, dass synthetische 
uPA-Inhibitoren in der Lage sind. Invasion und Ausbreitung von 
Tumorzellen zu unterdriicken. Die Zahl der bisher bekannten uPA- 
Hemmstoffe ist allerdings relativ klein. Die Mehrzahl besitzt nur eine 
geringe Spezifitat und Wirlaingsstarke, wie es . fiir; verschiedene 
^ 15 Benzamidin- und B-Naphthamidin-Derivate zutrifift (J. Sturzebecher und 
F. Markwardt, Pharmazie 33, 599;6p2i 1978): Das von Vassialli und 
Belin (FEBS Letters 214, 187^191,^19^^^ uPA-Hemmstoff 
beschriebene Amilorid ist zwar eih \_ spezifischer, aber schwacher 
Inhibitor von uPA (K: = 7 uM). ^ ^ ' ^^^^^ - ^ 

20 Starker wiricsame iiPA-Inhibitoreh^ 4-substituierten 
Benzothiophen-2-carbox^idinen (K^ jiM fox Verbindung 623) : 

gefunden. Hemmstoffe dieses Typs inajfevieren^^^^ die an uPAR 

gebunden ist (M.J. Towle et al., Cm^ R^s. 5^ 2553-2559, 1993). Die 
Benzothiophen-Derivate sind ; sehr' Z spezifisch, ihre Hemmwirkung 

25 gegeniiber Plasmin und deiri Plasm Gewebetyp 
(tPA) ist gering, allerdings ist die Syathdse von dieses 
Typs sehr aufwandig, . . ^ 

Eine vergleichbare Spezifitat liaben ' auch 4-Aminomethylphenyl- 
guanidin-Derivative, deren Heinmwfaiing gegehubCT uPA (K^ = 2,4 |iM 
30 fur die wirksamste Verbindung) allerding|^^ye gering ist (S. 

Sperl et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. US^ 97|5il3-^^ 
. Im Gegensatz dazu erreichen Na-Tnisoprpi^^ 

phenylalanin-Derivate mikromolare r K?rWerte/ (0.41 uM fur die 
wirksamste Verbindung), sind^^^ a^^ uPA- 
35 Hemmstoffe, mit gleicher ^de^^^^^^^^^ntg 5 werden Trypsin, 



Thrombin und Plasmin inhibiM (^^u^^^^^^ "aLi Bioore. Med. 
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Letters -9, 3147-3152, 1999). Sehr wirksame uPA-Hemmstoffe sind in 
der WO 99/05096 mit weiterentwickelten B-Naphthamidinen offenbait. 
Es werden ICsQ-Werte im nanomolaren Bereich beschrieben, allerdings 
keine Angaben zur Selektivitat und der biologischen Wirksamkeit 
5 gemacht. 

Bisher wurden nur wenige Peptide als uPA-Hemmstoffe beschrieben, die 
sich von der Substrat-Sequenz ableiten. Kettner und Shaw (Methods in 
Enzymology, 80, 826-842, 1981) beschrieben Chlormethylketone, die 
zwar uPA irreversibel hemmen, aber nicht fur in vivo-Anwendung 
10 geeignet sind. 

In der EP 18 32 71 sind Lysin-Derivate offenbart, die eine gewisse uPA- 
Hemmung bewirken, allerdings auch andere vergleichbare Enzyme 
hemmen und damit nur sehr speziell bzw. eingeschrankt ftir medizinische 
Zwecke verwendbar sind. Gleiches gilt fiir die in der WO 95/17 8 85 als 
15 uPA-Inhibitoren beschriebenen niedermolekularen Polypeptide (ca. 50 
y- Aminosauren), die sich von natiirlichen Hemmstoffen ableiten. Auf 
1 Grund ihres Peptidcharakters und der MolekiilgroBe ist ihr invivo- 
Einsatz stark eingeschrankt. 

In jungster Zeit wurden allerdings in WO 00/05 2 45 Peptidylaldehyde 
20 mitgeteilt, die C~terminal ein Argin und in P3 ein D-Serin enthielten und 
uPA wirksam hemmten. Jedoch bedingt die Aldehydfunktion Instabilitat 
imd em geringe Selektivitat. Nach Acylierung des Ser-Hydroxyl konnte 
fur die Leitverbindung iBuOCO-D-Ser-Ala-Arg-H nach s.c.-Gabe eine 
relative Bioverfiigbarkeit von 87 % beobachtet werden (S. Y. Tamiira et 
25 al. Bioorg. Med Chem. Lett. 10, 983-987, 2000). 

Femer wurden bei der Suche nach Hemmstoffen des Thrombins, einem 
mit uPA verwandten Enzym, mit Tripeptid-Derivaten vom D-Phe-Pro- 
Arg-Typ sowohl in Hinblick auf Hemmwirkung als auch 
Bioverfugbarkeit bemerkenswerte Fortschritte erzielt; wenn C-terminal 
30 Agmatin, trans-4-Aminomethyl-cyclohexylainin oder 4-Aimdino- 
benzylamin eingebaut wurde. Es wurden picomolare K^-Werte erreicht 
tmd die orale Bioverfugbarkeit verbessert (T.J. Tucker et al., J. Med. 
. : Chem. 40, 1565-1569 und 3687-3693, 1997); allerdings wurden keine 
uPA-Hemmstoffe gefimden. So hemmt Melagatran, das C-terminal einen 
35^ 4-Amidino-benzylamid-Rest besitzt. Trypsin (Kj = 4,0 nM) und 
Thrombin (K^ = 2,0 nM) sehr unspezifisch, Wahrend die Hemmung von 
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uPA mit einem Kj = 6,3 ^iM drei GroBenordnungen schwacher ist (D. 
Gustafsson et al.. Blood Coagul. Fibrinolysis 7, 69-79, 1996; WO 
94/29336). 

Der Erfindung liegt die Aufgabe zu Grande, einen auch fiir 
therapeutische Anwendiingen geeigneten Wirkstoff anzugeben, der 
Urokinase mit hoher Aktivitat und Spe2dfitat henunt iind der mit 
moglichst geringem Syntheseaufwand herstellbar ist. 

Uberraschend wurde gefimden, dass acyliertes Amidino-ben2yIaimn 
gemafi der im Patentanspruch 1 angefuhrten allgemeinen Formal I, 
insbesondere Verbindungeri des 4-Aniidino-benzylamins, bei denen 
X, Ri R2 und R3 natiirliche tmd/oder ummturliche Aminosa^ * 
Urokinase sehr wirksam imd selektiv henunen. Einen besonders aktiven -* . I 

Urokinase-Hemnistoff bildet dabei Amidino-benzylamin, wenn die 1 
Amidinogruppe in 4-Position steht, als t | 

gebunden sind und wenn die Verbindung eine N-tennmgde'Scl^^ ') 
R4 aus einem Aryl- b2w. Aralkyl-sufbnyWiifi^ k ' 5 

Ester, insbesondere solche niit Oxycarbpnsi^en^^ 1^^ als Prodrug | 
eingesetzt werden, wenn sie im VeriauJ^der enteralen Aufiiahme ^: I 

hydrolysiert werden. Es wurde auch abeiT^chm^^ dass einige > 

dieser Oxycarbonyl-Derivate der ^^o^nd^^sge^ Verbindungen ■ 
ebenfalls sehr starke Urokinas^HfeniinSof^uidr^ 
Neben Urokinase wurden durch die G^^^ 

deutlich weniger gehemjnt, so dass diese^ea^^ Derivate 
des Amidino-benzylamins eine neue Griipj|e. und sehr 
selektiven uPA-Hemmstoffen darsteUen; Gegra dazu heinmen 
Verbindungen, die als Rj kein Htagen, (£ bJ^^ Urokinase 
nicht mehr selektiv, sondem sind auch steffk^Hem^ von Trypsin, 
Thrombin und Plasmin. . ' j ' ' '-.-^S^^^^^^^^,:.,. 1 1 . . " ■ , • 
Die Verbindungen liegen in der RegeI-;gJSaJ^ in^ 
bevorzugt als Hydrochloride,^,; yor -jo?^^^^^ 
organischen Sauren. ', ' ''.-^M''^^^^^^}' ■ 
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Die Verbindungen der allgeimeinen Formel I konnen, wie nachfolgend 
beschrieben, nach bekannten Verfahren auf relativ einfache Weise 
hergestellt werden: 

Die Ausgangsverbindung 4-CyanobeiizyIamin wird uber Gabrielsynthese 
5 (G. Wagner imd 1. Wunderlich, Phannazie 32, 76-77, 1977; B.C. 
Bookserund T.C. Braice, J. Am. Chem. Soc. 113, 4208-4218, 1991) aus 
4-Cyanobenzylbromid hergestellt. Aus dem so hergestellten 4- 
Cyanobenzylamin wird das Boc-gescMtzte Acetyloxamidino- 
benzylamin gewonnen. Die Ankopplung der weiteren Aminosauren und 
10 . der Schutzgruppe R4 erfolgt mittels Standardkopplungsmethoden mit 
Boc als N-terminale Schutzgruppe. Die zweite Aminosaure kann auch 
. direkt als N-aryl- bzw. N-aralkyl-sulfonyl-geschiitzte Aminosaure 
gekoppelt werden. Die Peptidanaloga werden sequentiell, beginnend 
vom Acetyloxamidino-benzylamin, aufgebaut. Zur Synthese der 
15 entsprechenden Ester wird die Zielverbindung mit derm entsprechenden 
. V ^ J^^^ umgesetzL Die meisten Produfcte kristallisierten gut imd 

; . ;^^^1^ einfech reinigen. Die Reinigung der Hemmstoffe 

* erfolgt in der letzten Stufe iiber praparative, reversed-phase HPLC. 

■ ;20 Die Erfindxmg soil nachstehend anhand von zwei Ausfiihrungsbeispielen 

.v;; . , na^^ 

. Ausfuhrungsbeispiel 1: 

. , 25^ Svnthese von Benzvlsulfonvl-n-Ser-Gl y-4-Amidino-benz vlamid -x HCI 

V ; 1.1 Boc-4-Cyaiio-benzylamid 

20g (0,151 mol) 4-Cyano-benzylamin warden in 300ml H2O, ISOml 
• Dioxan und 150 ml 1 N NaOH gelost. Unter Eiskuhlung wurden 37,5 ml 
3Q Di-tert.-butyl-dicarbonat zugetropft und eine Stunde bei 0°C sowie 
weitere 24 Std. bei Raumtemperatur geruhrt. Das Dioxan wurde im i.V. 
entfemt imd der wassrige Riickstand 3-mal mit Essigester extrahiert. Die 
vereinigten Extrakte wurden 3-mal mit 5 %-iger KHSO4- und 3-mal mit 
gesattigter NaCl-Losung gewaschen, iiber Na2S04 getrocknet und i.V. 
35 ^ eingeengt (weifie Kristalle). HPLC: Acetonitril/HjO, Elution bei 44,1 % 
. ' ; v Acetoriitril; Ausbeute: 30,48 g (0,131 mol), 87 %. 
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